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K 2619 



F v -Antik6rper-Konstrukte 

Die vorliegende Erfindung betrifft F v -Antikdrper-Konstrukte , 
die eine Regression von Morbus Hodgkin induzieren konnen, fur 
solche F v -Antik6rper-Konstrukte kodierende DNAs sowie ein 
Verfahren zur Herstellung der F v -Antik6rper-Konstrukte und ihre 
Verwendung . 

Naturliche Antikorper weisen vier variable Domanen, zwei V H - 
und zwei V L -Domanen, auf . Die variablen Domanen dienen als 
Bindungsstellen fur ein Antigen, wobei eine Bindungsstelle aus 
einer V H - und einer V L -Domane ausgebildet ist. Naturliche 
Antikorper weisen zwei gleiche Bindungsstellen auf, d.h. sie 
erkennen ein Antigen und werden daher auch als monospezif isch 
bezeichnet. Kiinstliche Antikorper konnen auch zwei 
verschiedene Bindungsstellen auf weisen, d.h. sie erkennen dann 
zwei Antigene und werden entsprechend als bispezifisch 
bezeichnet. Ein Beispiel solcher Antikorper ist jener, der den 
FcylllA Rezeptor (CD16) von naturlichen Killerzellen (NK- 
Zellen) und das Oberf lachenprotein CD3 0 von Morbus Hodgkin- 
Zellen erkennt . Mit diesem Antikorper (bimAbHRS-3 /A9 ) konnen 
NK-Zellen aktiviert und gegen Morbus Hodgkin-Zellen 
ausgerichtet werden, wodurch eine Regression von Morbus 
Hodgkin induziert wird (vgl . Hartmann, F. et al . , Blood 89 
(1997), 2042). Andererseits hat sich gezeigt, date bimAbHRS- 
3/A9 nur schwer herstellbar bzw. reinigungsf ahig ist. Darliber 
hinaus hat sich gezeigt, daS bimAbHRS-3 /A9 bei vielen 
Patienten unerwiinschte Immunreaktionen hervorruft. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
einen Antikorper bereitzustellen, mit dem eine Regression von 
Morbus Hodgkin induziert werden kann, wobei vorstehende 
Nachteile vermieden werden. 



Erf indungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den 
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Patentanspriichen erreicht. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders, daS ein F v -Antik6rper-Konstrukt , das Bindungsstellen 
fur einen CD16-Rezeptor und ein CD30-Oberf lachenprotein 
aufweist, eine Regression von Morbus Hodgkin induzieren kann, 
wobei die Lyse der Tumorzellen starker ist als mit bimAbHRS- 
3/A9. Ferner hat er erkannt , dafi ein solches F v -Antik6rper- 
Konstrukt in groSen Mengen und hoher Reinheit hergestellt 
werden kann. Desweiteren zeichnet sich das F v -Antik6rper- 
Konstrukt dadurch aus, daS es keine Teile enthalt, die zu 
unerwiinschten Immunreaktionen bei Patienten fuhren konnen. 

Erf indungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, 
ein F v -Antik6rper-Konstrukt bereitzustellen, das 

Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und ein CD30- 
Oberf lachenprotein aufweist. 

Der Ausdruck " F v -Ant ikorper-Kons trukt " weist auf ein 
Antikorper-Konstrukt hin, das variable Domanen, nicht aber 
konstante Domanen aufweist. Als variable Domanen liegen 
insbesondere Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und ein 
CD3 0-Oberf lachenprotein vor. 

Der Ausdruck "Bindungsstelle" weist auf eine V H - und eine V L - 
Domane hin, mittels derer das F v -Ant ikorper-Kons trukt an einen 
CD16-Rezeptor bzw. ein CD30-Oberf lachenprotein binden kann. 

Der Ausdruck "CD16-Rezeptor " umfaSt einen CD16-Rezeptor 
jeglicher Art und Abstammung. Beispielsweise kann der CD16- 
Rezeptor von NK-Zellen, Makrophagen oder aktivierten Monocyten 
staramen. Auch kann der CDl6-Rezeptor in Wildtyp- oder 
veranderter Form vorliegen, wobei letztere Form auch ein 
Fragment eines CDl6-Rezeptors umfaSt, an das ein gegen einen 
CDl6-Rezeptor gerichteter Antikorper binden kann. 

Der Ausdruck "CD30-Rezeptor " umfaSt einen CD3 O-Rezeptor 
jeglicher Art und Abstammung. Beispielsweise kann der CD3 0- 
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Rezeptor von Morbus Hodgkin- oder Reed-Sternberg-Zellen 
stammen. Auch kann der CD3 0 -Rezeptor in Wildtyp- oder 
veranderter Form vorliegen, wobei letztere Form auch ein 
Fragment eines CD30 -Rezeptor s umfaSt, an das ein gegen einen 
5 CD30-Rezeptor gerichteter Antikorper binden kann. 

Ein erf indungsgemaSes F v -Antik6rper-Konstrukt weist eine oder 
mehrere Bindungsstellen ftir einen CD16-Rezeptor und eine oder 
mehrere Bindungsstellen fur ein CD30-Oberf lachenprotein auf. 
10 Vorzugsweise weist das F v -Antik6rper-Konstrukt eine oder zwei 
Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und eine oder zwei 
Bindungsstellen fur ein CD30-Oberf lachenprotein auf. 

^ Ein erfindungsgemaSes F v -Antikdrper-Konstrukt kann durch 

T5 verschiedene Verfahren hergestellt werden. Beispielsweise kann 

ein F v -Antik6rper-Konstrukt , das eine Bindungsstelle fur einen 
CD16-Rezeptor und eine Bindungsstelle ftir ein CD30- 
Oberf lachenprotein aufweist, z.B. dadurch hergestellt werden, 
daS ein erstes einzelkettiges F v -Antik6rper-Konstrukt , das eine 
20 V H -Domane eines anti-CD16-Antikorpers und eine V L -Domane eines 

anti-CD3 0-Antikorpers auf weist, zusammen mit einem zwei ten 
einzelkettigen F v -Antik6rper-Konstrukt , das eine V L -Domane 
eines anti-CDl6-Antikorpers und eine V H -Domane eines anti-CD30- 
Antikorpers aufweist, exprimiert wird, wodurch sich beide 
25 aneinanderlagern und das erf indungsgemafie F v -Antik6rper- 

Konstrukt ausgebildet wird. Erganzend wird auf die Beispiele 
1-3 verwiesen. 

Ferner kann ein F v -Antikorper-Konstrukt , das zwei bis vier 
30 Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und zwei 

Bindungsstellen fur ein CD3 0-Oberf lachenprotein auf weist, z.B. 
dadurch hergestellt werden, daS ein einzelkettiges F v - 
Antikorper-Konstrukt exprimiert wird, das die Elemente (a) und 
(b) umfaSt: 



35 



(a) eine V H -Domane eines anti-CD16-Antikorpers und eine VL- 
Domane eines anti-CD3 0-Antikorpers, wobei die Domanen 
uber einen Peptidlinker 1 miteinander verbunden sind, der 
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jegliche Aminosauren, insbesondere Glycin (G) , Serin (S) 
und Prolin (P) und vorzugsweise O - 10 Aminosauren 
umfassen kann, 

(b) eine V H -Domane eines anti-CD30-Antikorpers und eine V L - 
Domane eines anti-CDl6-Antikorpers, wobei die Domanen 
iiber vorstehenden Peptidl inker 1 miteinander verbunden 
sind, 

wobei die Elemente (a) und (b) iiber einen Peptidlinker 2 
miteinander verbunden sind, der jegliche Aminosauren, 
insbesondere Glycin, Serin und Prolin und vorzugsweise 3-10 
Aminosauren und ganz besonders die Aminosauresequenz GGPGS 
umfassen kann. Erganzend wird auf die Patentanmeldung 198 19 
846.9 des Anmelders verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Nukleinsaure, insbesondere eine DNA, die fur ein vorstehendes 
F v -Antik6rper-Konstrukt kodiert. Ferner sind Expressions- 
vektoren, die eine solche DNA enthalten, ein Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. Bevorzugt wird der Expressionsvektor 
pKID16-3 0 von Fig. 1. Dieser wurde bei der DSMZ (Deutsche 
Sammlung fur Mikroorganismen und Zellen) am 29. Juli 1999 
unter DSM 12960 hinterlegt. Desweiteren sind Zellen, die einen 
vorstehenden Expressionsvektor enthalten, ein Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Kit, umfassend: 

(a) ein erf indungsgemaSes F v -Antik6rper-Konstrukt , und/oder 

(b) einen erf indungsgemaSen Expressionsvektor, sowie 

(c) ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel , Trager, 
Kontrollen und Marker. 

Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen. 
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Die vorliegende Erfindung stellt ein F v -Antik6rper-Konstrukt 
bereit, das Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und ein 
CD3 0-Oberf lachenprotein aufweist . Dieses F v -Antik6rper- 
Konstrukt laSt sich in groSen Mengen und groSer Reinheit 
5 herstellen. Auch weist es keine Teile auf, die zu 
unerwunschten Immunreaktionen bei Patienten fiihren konnen. 
Besonders kennzeichnet sich das F v -Antik6rper-Konstrukt 
dadurch; daS es NK-Zellen aktivieren und gegen CD30- 
Oberf lachenproteine exprimierende Zellen, insbesondere 

10 Tumorzellen, ganz besonders Morbus Hodgkin- oder Reed- 

Sternberg Zellen, ausrichten kann, wodurch diese Zellen 
lysiert werden. Somit eignet sich die vorliegende Erfindung 
gegen Erkrankungen vorzugehen, bei denen CD30- 
^ Oberf lachenproteine exprimierende Zellen eine Rolle spielen. 

15 Solche Erkrankungen sind z.B. Tumor erkrankungen, insbesondere 

Morbus Hodgkin. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen : 

20 Fig. 1 zeigt den erf indungsgemaSen Expressionsvektor 

pKID16-30. Dieser kodiert fur zwei einzelkettige 
F v -Antik6rper-Konstrukte, von denen das eine die V H - 
Domane eines anti-CDl6-Antikorpers und die V L -Domane 
eines anti-CD3 0-Antikorpers und das andere die V H - 
25 Domane eines anti-CD3 0-Antikorpers und die V L -Domane 

eines ant i -CDl 6 -Ant ikorper s aufweist. Nach 
Expression der einzelkett igen F v -Ant ikorper- 
Konstrukte lagern sich diese aneinander, wodurch ein 
erf indungsgemafies F v -Antik6rper-Konstrukt erhalten 
30 wird. 

Fig. 2 zeigt eine FACS-Analyse der Bindung eines 
erf indungsgemaSen F v -Antik6rper-Konstruktes an CD3 0* 
L540CY Morbus Hodgkin-Zellen und CD16 + Granulocyten. 
35 Die Tumorzellen und die Granulocyten wurden jeweils 

mit 2 0 /xg des erf indungsgemaSen F v -Antik6rper- 
Konstruktes inkubiert. Die Bindung des F v - 
Antikorper-Konstruktes wurde mit dem anti-c-myc 



# 



Antikorper 9E10 und Fluorescein-konjugiertem Ziege- 
anti-Maus IgG bestimmt. Als Negativ-Kontrolle wurden 
die Zellen alleine mit 9E10 und Fluorescein- 
konjugiertem Ziege-anti-Maus-IgG inkubiert . 

zeigt die cytolytische Aktivitat von in peripheren 
Blutlymphozyten (PBL-Zellen) enthaltenen NK-Zellen 
(Effektor) gegeniiber CD30 + L540CY Morbus Hogdkin- 
Zellen (Zielzellen) bei unterschiedlichen Effektor- 
Zielzellen-Verhaltnissesn in einem 5h JAM-Test. Ein 
erf indungsgemafies F v -Antik6rper-Konstrukt (•) wurde 
mit einer Konzentration von 1 /xg/ml verabreicht. Als 
Kontrolle wurde bimAbHRS-3 / A9 (±) (mit einer 
Konzentration von 4 /xg/ml verwendet . Als Negativ- 
Kontrolle wurden das erf indungsgemaSe F v -Antik6rper- 

Konstrukt ohne NK-Zellen {°) und NK-Zellen alleine 
(□) verwendet. 

zeigt die Behandlung von SCID Mausen, die Morbus 
Hodgkin-Xenotransplantate tragen, mit einem 
erfindungsgemaSen F v -Antik6rper-Konstrukt . Die Mause 
wurden am Tag 0 i.V. mit 100 fig eines 
erf indungsgemafien F v -Antikorper-Konstruktes zusammen 
mit NK-Zellen enthaltenden PBL-Zellen (•) bzw. ohne 
solche (o) # mit 200 fil PBS (*), mit 1 x 10 7 PBL- 
Zellen (□) , bzw. mit einem Gemisch von 100 fig mAb 
HRS-3 und A9 zusammen mit PBL-Zellen (0) behandelt. 
Tumor-Durchmesser wurden zweimal pro Woche gemessen 
und das Tumor-Volumen wurde mit folgender Formel 
berechnet: Volumen = d 2 x Dx7t/6, wobei d der kleinere 
und D der groSere Tumor-Durchmesser ist. 
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Beispiel 1: Konstruktion des erf indungsgemaSen 

Expressions vek tors pKID16-30 

Die cDNA der V H - und V L -Domanen eines anti-CD16-Antikorpers mAb 
A9 wurde einer PCR unterzogen. Hierfur wurden die folgenden 
Primer verwendet : 

VH5 ' , 5 -CAGCCGG CCATGGC GCAGGTC (G) CAGCTGCAGC (G) AG- 3 (Ncol ) ; 

VH3 ' , 5 - CC AGGGGCC AGTGGATAGAC AAGCTTG GGTGTTGTTTT - 3 

(Hindlll) ; 

VL5 1 , 5 - AGAGACGCGTACAGGCTGTTGTGACTCAGG- 3 (Mlul) ; 

VL3 1 , 5 -GACT GCGGCCGCA GACTTGGGCTGGCC- 3 (NotI) . 
Die PCR wurde wie folgt durchgef iihrt : Ein Zyklus; 5 min bei 
94°C, 3 min bei 58°C und 2 min bei 72°C, gefolgt von 30 Zyklen; 
80 sec bei 94°C, 80 sec bei 58°C und 2 min bei 72°C bzw. 
letzteres 10 min im letzten Zyklus. Die PCR-Produkte wurden 
Gel-gereinigt und in den Vektor pCR-Script SK(+) (Stratagene) 
zur Sequenzierung inseriert. Zur Expression wurde die V H -Domane 
liber Ncol /Hindu I und die V L -Domane iiber Mlul /NotI in den 
Vektor pHOG21 inseriert. 

Die V H - und V L -Domanen eines anti-CD3 0-scF v -Fragmentes wurden 
einer PCR unterzogen. Hierfur wurden die folgenden Primer 
verwendet : 

5 -ATGACCATGATTACGCCAAGC - 3 

5 -AGAC AAGCTT GGGTGTTGTTTTGGCTGAGGAGACGG - 3 (Hindlll ) ; 
5 -GGCG GATATC GAGCTCACTC AGTCTCC - 3 ( EcoRV) 
5 -TAT AGCGGCCGCA GCATCAGCCCGTTTGATTTCC- 3 (NotI) . 
Die V H - und V L -Domanen des anti-CD30-scFv-Fragmentes bzw. des 
anti-CDl6-scFv-Fragmentes wurden in den Expressionsvektor pKID 
inseriert, wodurch der erf indungsgemaSe Expressionsvektor pKID 
16-30 erhalten wurde. Dieser kodiert fur die einzelkettigen F v - 
Antikorper-Konstrukte V H 16-V L 30 und V„ 30-V L 16. 

Beispiel 2: Expression des erf indungsgemafien F v - Ant ikorper- 

Konstruktes in Bakterien 

E.coli-Xll Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA) , die mit dem 
Expressionsplasmid pKIDl6-30 transf ormiert worden waren, 
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wurden uber Nacht in 2YT-Medium mit 100 /xg/ml Ampicillin und 
100 mM Glucose bei 37°C gezuchtet. 1 : 20-Verdiinnungen der liber 
Nacht-Kulturen wurden als Kolbenkulturen in 2YT-Medium bei 38°C 
unter Schutteln mit 280 rpm gezuchtet. Bei einem OD 600 -Wert von 
5 0,8 wurden die Bakterien durch 10 miniitige Zentrif ugation mit 

1500 g bei 20°C pelletiert und in dem gleichen Volumen eines 
frischen 2YT-Mediums , das 100 /xg/ml Ampicillin und 0,4 M 
Saccharose enthielt, resuspendiert . IPTG wurde mit einer 
Endkonzentration von 0,1 M zugesetzt und das Wachstum wurde 

10 bei 21°C (20-22°C) 18-20 h fortgesetzt. Das F v -Antik6rper- 

Konstrukt wurde wie in Kipriyanov, S.M. et al . , Protein 
Engineering 10, (1997), 445 beschrieben, isoliert. 
AnschlieSend wurde es durch eine Ammoniumsul f at f allung 

(7 (Endkonzentration 70 % Sattigung) eingeengt. Das. 

15 Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugation (30000 g, 4°C, 45 

min) gewonnen und in 10 % des Anf angsvolumens von 50 mM Tris- 
HC1, 1 M NaCl, pH 7,0 aufgelost. Eine immobilisierte 
Metallaf f ini tat s -Chromatographic (IMAC) wurde wie in 
Kipriyanov, S.M. et al . , J. Immunol. Methods 200, (1997), 69 

20 beschrieben, durchgef iihrt . Das gereinigte F v -Antik6rper- 

Konstrukt wurde gegen eine Phosphat-gepuf f erte Kochsalzlosung 
dialysiert . 

Beispiel 3: Charakterisierung des erf indungsgem&fien F v - 
25 Antikdrper-Konstruktes 

( A ) Dur chf luScytometrie 

Zum Nachweis der Bindung eines erf indungsgemafien F v -Antik6rper- 
30 Konstruktes an CD16 + Granulocyten und CD3 0 + L540CY-Morbus 

Hodgkin-Zellen wurde eine FACScan (Beckton Dickinson) -Analyse 
durchgefiihrt . Hierzu wurden 1 x 10 6 -Zellen zweimal in eiskaltem 
PBS-N (PBS, 0,05% NaN 3 ) gewaschen und mit 100 //l des F v - 
Antikorper-Konstruktes von Beispiel 2 45 min auf Eis 
35 inkubiert. Die Zellen wurden 5 min mit 12 00 rpm bei 4°C 

pelletiert und mit 2 ml PBS-N gewaschen. Die Zellen wurden in 
100 /zl PBS-N, das 10 //g/ml des an das c-myc bindenden 
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Antikorpers 9E10 (ICI Chemikalien) enthielt, resuspendiert und 
3 0 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden pellet iert und wie 
vorstehend gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 
Fluorescein-markiertem Ziege-anti-Maus IgG (Gibco BRL; 1:100 
5 verdiinnt in PBS-N) , resuspendiert und 30 min auf Eis 

inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS-N waren die Zellen 
fur die Analyse mit PBS-N, das 1 //g/ml Propidiumjodid (Sigma) 
enthielt, bereit. Hintergrund-Fluoreszenz wurde bestimmt, 
indem die Zellen mit dem Antikorper 9E10 und Fluorescein- 
10 markiertem Ziege-anti-Maus-IgG unter gleichen Bedingungen 

inkubiert wurden. 

Es zeigte sich, da£ das erf indungsgemaSe F v -Antik6rper- 
Konstrukt sowohl CD16 + Granolocyten als auch CD3 0 + L540 CY 
15 Morbus Hodgkin-Zellen erkennt und an sie bindet. 

(B) Cytotoxizitatstest 

Zum Nachweis der Aktivitat eines erf indungsgemaSen F v - 

20 Antikorper-Konstruktes NK-Zellen zu aktivieren, CD30 + L540CY 

Morbus Hodgkin-Zellen zu lysieren wurde ein Cytotoxizitatstest 
entsprechend des in Matzinger, P., J. Immunol. Meth. 145 
(1991) , 185 beschriebenen JAM-Tests durchgefvihrt . In dem 
Cytotoxizitatstest wird die DNA-Fr agmen t i erung bewertet. 

25 Zellen wurden mit [ 3 H] Thymidin bis zu einer Endkonzentration 

von 2,5-5 /iCi/ml fur 4-6 h markiert. Die Zellen wurden 
pelletiert, einmal mit Kulturmedium gewaschen und auf 10 4 
Zellen/Vertief ung einer 96-Lochplatte eingestellt. Nach Zugabe 
von Ef f ektor-Zellen (NK Zellen enthaltende periphere 

30 Blutzellen " PBL-Zellen" ) in verschiedenen Verdiinnungen wurde 

die 96 . Lochplatte in einer befeuchteten Atmosphare mit 7,5 % 
C0 2 fur 4 h inkubiert. Die Zellen und das Medium wurden auf 
Fiberglas-Filter gesaugt. Nach Waschen und Trocknen der Filter 
wurden sie in P 1 a s t i k - Til t en uberfuhrt, die eine 

35 Szintillationsf lussigkeit enthielten und unter Verwendung 

eines Flussig-Szintillations-Zahlers (LKB) gezahlt. Die 
gemessene Radioaktivitat bezieht sich auf intakte DNA, da DNA 
aus toten Zellen in kleine Fragmente abgebaut ist, die nicht 
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von den Filtern festgehalten werden. Zur Bestimmung der 
Cytotoxizitat , d.h. der Abtotung von Zellen, wurde die 
Standardf ormel fur den JAM-Test verwendet : % spezifische 
Abtotung = (S-E)/S 100, wobei E = experiment ell erhaltene DNA 
5 in Gegenwart von Ef f ektor-Zellen (in cpm) und S = erhaltene 

DNA in Abweseneheit von Ef f ektor-Zellen (spontan) . 

Es zeigte sich, dafi ein erf indungsgemafies F v -Antikorper- 
Konstrukt NK-Zellen aktivieren kann, CD3 0 + L540CY Morbus 
10 Hodgkin-Zellen zu lysieren, wobei die Lyse starker ist als bei 

Verwendung von bimAbHRS-3 /A9 . 

(C) EinfluS auf Tumoren von Mausen 

15 CD30 + L540CY Hodgkin's Lymphome wurden in SCID Mausen, wie in 

Hombach, A. et al . , Int. J . Cancer 55, (1993), 830; Renner, C. 
et al . , J. Hematotherapy 4, (1995), 447 beschrieben, 
etabliert. Hierzu wurden 1.5xl0 7 Tumorzellen in 200jxl PBS 
subcutan in die rechte Flanke der Mause injiziert. Die Tumor- 

20 Entwicklung, d.h. der Tumor-Durchmesser , wurde zweimal pro 

Woche bestimmt . Mause mit Tumoren von 4-6 mm im Durchmesser 
wurden in verschiedene Gruppen eingeteilt und erhielten ein 
erf indungsgemaSes F v -Antik6rper-Konstrukt in 200^1 PBS zusammen 
mit NK-Zellen enthaltenden peripheren Blutlymphozyten (PBL- 

25 Zellen) . Das Tumorvolumen und seine Entwicklung wurden 

v/jj^ bestimmt (vgl. Legende zu Fig. 4). 

Es zeigte sich, daS ein erf indungsgemaSes F v -Antik6rper- 
Konstrukt nicht nur in vitro sondern auch in vivo NK-Zellen 
30 aktivieren kann, CD30 + L540CY Morbus Hodgkin-Zellen zu 

lysieren. 
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Patentanspriiche 

1. F v -Antik6rper-Konstrukt mit Bindungsstellen fur einen 
CDl6-Rezeptor und ein CD3 0-Oberf lachenprotein. 

2. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 1, wobei der CD16- 
Rezeptor von NK-Zellen stammt. 

3. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
CD30-Oberf lachenprotein von Morbus Hodgkin- oder Reed- 
Sternberg-Zellen stammt. 

4. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, 
wobei jeweils eine Bindungss telle vorliegt. 

5. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 4, kodiert durch 
den Expressionsvektor pKIDl6-30 (DSM 12960) . 

6- F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, 
wobei jeweils zwei Bindungsstellen vorliegen. 

7. Expressionsvektor, kodierend fiir das F v -Antik6rper- 
Konstrukt nach einem der Anspruche 1-6. 

8. Expressionsvektor nach Anspruch 7, namlich pKIDl6-30 (DSM 
12960) . 

9. Trans formante, enthaltend den Expressionsvektor nach 
Anspruch 7 oder 8 . 

10. Verfahren zur Herstellung des F v -Antik6rper-Konstruktes 
nach einem der Anspruche 1-6, umfassend die Kultivierung 
der Trans formante nach Anspruch 9 unter geeigneten 
Bedingungen. 

11. Kit, umfassend: 

(a) ein erf indungsgemafSes F v -Ant ikorper-Kons trukt , 
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und/oder 

(b) einen erf indungsgemaSen Expr es s ionsvektor , sowie 

(c) libliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel , 
Trager, Kontrollen und Marker, 

wobei von den einzelnen Komponenten ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen konnen. 

12 . Verwendung des F v -Antik6rper-Konstruktes nach einem der 
Anspruche 1-6 zur Lyse von CD30-Oberf lachenproteinen 
exprimierenden Zellen, 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Zellen Tumorzellen 
sind. 



14. 



Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Tumorzellen Morbus 
Hodgkin- oder Reed-Sternberg-Zellen sind. 
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F v -Antik6rper-Konstrukte 

Die vorliegende Erfindung betrif ft F v -Antik6rper-Konstrukte mit 
5 Bindungsstellen fur einen CDl6-Rezeptor und ein CD3 0- 

Oberf lachenprotein, wobei sich die F v -Antik6rper-Konstrukte 
eignen, eine Regression von Morbus Hodgkin zu induzieren. 
Ferner betrif ft die Erfindung fur solche F v -Antik6rper- 
Konstrukte kodierende DNAs sowie ein Verfahren zur Herstellung 
10 der F v -Antik6rper-Konstrukte und ihre Verwendung . 



# 



Xhol Asei 
1 CTCGAG AGCGGGC AGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAG TTAGCTCACTCATTAGGCACC C CAGGCTTTACACTTTAT 

EcoRI RBS 

79 GCT C C CGGCTCG TATGTTGTGTGG AATTGTGAGCGGATAA 

PeiB leader AlwNI Ncol Serum A 

157 C ATGAAATACCT ATTGCCTACGGCAGC CGCTGGCTTGCTGCTGCTGGCAGCTCAGC^ CAGGTGCAGCTG 

1> MetAlaGlnValGlnLeu 

VH anti-CD16 EcoRV 
235 CAGCAG TCTGGAGCTGAGC TGGTAAGGC CTGGGACTTC AGTGAAGATATC C TGC AAGGCTTCTGGCTACAC CTTCACT 
1> GlnGlnSerGlyAlaGluLeuValArgProGlyThrSerValLysIleSerCysLysAla 

CDR-H1 EcoRV CDR-H2 

313 AACTACTGGCTAGGTTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACATGGACTC 

33 ► AsnTyrTrpLeuGlyTrpValLysGlnArgProGlyHisGlyLeuGluTrpIleGly^ 
391 TATAC TAACTAC AATG AGAAATTC AAGGGC AAGGC C AC ACTPO ACTCC AH AC A C ATT CTC C A n A A rirzrr t a rn.'vrzr a n 
59 ► TyrlteAsnTyrAsnGluLysPheLysG 

CDR-H3 

469 GTCAGGAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCTGTCTATTTC 
85 ► ValArgSerLeuThrSerGluAspSerAlaValT^ 

CH1 Hindlll Linker EcoRV 

547 GCACGGACTACGGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCAAGCTT 

111 ► AlaArgThrThrValThrValSerSerAlaLysThzThrProLysLeuGlyGlyAsp IleGluLeuThrGlnSerPro 
VL anti-CD30 

^ , 625 AAATTC ATGTC C AC ATC AGTAGGAGAC AGGGTCAAC GTC ACC TACAAGGC CAGTCAGAATGTGGGTACTAATGTAGC C 
; ^Pp].37 ► LysPheMetSerThrSerValGlyAspArgValAs^ 
■ ' 703 TGG TTTC AAC AAAAAC C AGGGC AATCTC C TAAAGTTCTGATTTACTC GGC ATCTTACC GATAC AGTGGAGTC C TG AT 
163 ► T:rpPheGlnGlnLysProGlyGlnSerProLysValLe^ 
781 CGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGAACAGATTTCACTCTC 
189 ► AxgPheThrGlySerGlySerGlyThrAjspPhe^^ 

C kappa Notl 

859 TTCTGTCAGCAATATC AC ACCTATCCTCTCACGTTCGGAGGGGG 
215> PheCysGlnGlnTyrHisThrTyrProLeuThrPheGlyGlyGlyThr 

BamHI c-myc epitope His6 tail Bglll 

937 GCCGCTGGATCC GAAC AAAAGCTGATCTC AGAAGAAGAC CTAAACTGA(^TCAC CATCAC C ATCAC TAAAGATC T ATT 
241 ► AlaAlaGlySe3rGluGlnLysLeuIleSe2rGluGluAspLeuAsnSerHisHisHisHisHisHis 

RBS Pel B leader Ncol 

1015 AAAGAGGAG AAATTAAC C ATGAAATAC C TATTGC CTACGGC AGC CGCTGGC TTGC TGC TGC TGGCAGCTCAGCC GGC C 

Ncol Serum A VH anti-CD30 

1093 ATGGCG GC CATGGC C CAGGTGCAACTGCAGC AG TCAGGGGC TGAGC TGGCTAGAC CTGGGGC TTCAGT^ C 
1^ MetAlaGlnValGlnLeuGlnGlnSe2rGlyAlaGliiLeuAlaArgProGlyAlaSerValLysMetSer 
1171 TGCAAGGC TTC TGGC TAC ACCTTTAC TACCTACACAATACACTGGGTAAGACAGAGGC CTGGACACGATCTGGAATGG 
24 ► C^sLysAlaSerGlyTyrThrPhe^ 
... y ^249 ATTGGATACATTAATC CTAGC AGTGGATATTC TGACTACAATCAGAAC TTCAAGGGCAAGACCACATTGACTGCAGAC 
■ "'^^ 50 ► IleGlyTyirlleAsnProSerSerGlyTyr^ 

1327 AAGTCCTC CAACACAGC CTAC ATGCAACTGAAC AGC CTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAG^ 
76 ► LysSerSerA^nThrAlaTyrMetGliiLeuAsnSerLeuThrSerGluAspSerAlaVa 

CH1 

1405 GCGGAC TATGGTAAC TACGAATATAC CTGGTTTGC TTACTGGGGC CAAGGGACCACGGTCAC C GTCTC CTC AGCCAAA 
102 ► AlaAspTyrGlyAsnTyrGluTyrT^^ 

Hindlll Linker EcoRV VL anti-CD16 
1483 ACAACACCC AAGCTTGGCGGTGATATC C AGG C TGTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCAC 
128> Thj^ThrProLysLeuGlyGlyAspIleG InAlaValValThrGlnGluSerAlaI.euThrT'hrSerProGlyGluTh 

CDR-L1 

1560 AGTCAGACTCACTTG TCGCTCAAATACTGGGACTGTTACAACTAG 
153 ► rValThrLeuThrCysArgSerAsn^^ 

CDR-L2 

1638 TCATTTATTCACTGGTCTAATAGGT CATACCAACAACCGAGCTC 
179 ► pHisLeuPheThrGlyLeuIleGlyHisThrAs 

CDR-L3 

1716 TGGAGACAAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGG 
205^ eGlyAspLysAlaAlaLeuThrlleTh^ 

Notl BamHI 

1794 CAACCATTGGGTG TTCGGTGGAGGAACCAAACTGACTG 
231^ nAsnHisTrpValPheGlyGlyGlyThrLysLeuThrValLeuGl^ 



Fig. i 



c-myc epitope His6 tail Xbal Bell Nhel 

1872 AAAGCTGATCTC AGAAGAAGAC CTAAACTCACATCACCATCAC CATCAC TT^ATCTAGAGGC CTGTGCTAATGATCAGC 
257 ► nLysLeuIleSerGluGluAspLeuAsnSerHisHisHisHisHisHis 

Hpal 

1950 TAGCTTGAGGCATCAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGC 

Sail Earl Pvul Fspl Bgll 

♦ 2028 GTCGACCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCC^ 

2106 CGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGC 

Nae! 

2184 AGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCT^ 

f1 IR Dralll . 

2262 GCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGC 

2340 TGGGC CATC GC CCTGATAGAC GGTTTTTCGCC C TTTGACGTTGGAGTC CACGTTCTTTAATAGTGGACTC TTGTTC CA 
2418 AACTGGAAC AAC ACTC AAC C CTATCTC GGTC TATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTC 

Sspl 

2496 AAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAA 

BspHI 

2574 C GGGGAAATGTGC GC GGAAC C C CTATTTGTTTATTTTTCTAA 

Sspl Earl 
2652 CCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAA 

ApaL 

2730 TTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTiT 

Xmnl 

' ^flt } 0 8 GC AC GAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATC C CGAAGAAC GTTTTC C A 

Dral 

2886 ATGATGAGC AC TTTTAAAGTTC TGC TATG TGGC GC GGTATT ATC C C GTATTGAC GC C GGGC AAGAGC AAC TCGGTCGC 

Seal 10 0 0 

2964 CGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC 

B-Lactamase Pvui 

3042 AGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACC ATGAGTGATAAC ACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCG 
3120 AAGGAGC TAAC CGC TTTTTTGC AC AAC ATGGGGGATC ATGTAAC TC GCCTTGATCGTTGGGAAC C GGAGC TGAATGAA 

Fspl 

3198 GC C ATAC C AAAC GAC GAGC GTGAC AC C ACGATGC C TGTAGCAATGGC AAC AACGTTGCGCAAACTATTAAC TGGC GAA 

Asel 

3276 CTACTTACTCTAGCTTC C CGGCAACAATTAATAGAC TGGATGGAGGC GGATAAAGTTGCAGGAC CACTTCTGCGC TCG 

Bgll Bsal 
3354 GCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAA 

3432 GGGC CAGATGGTAAGC C CTC C C GTATCGTAGTTATC TAC AC GAC GGGGAGTCAGGCAAC TATGGATGAAC GAAATAGA 
3510 CAGATCGCTGAGATAGGTGC CTCACTGATTAAGCAT^ CAAGTTTACTCATATATAC TTTAGATT 

Dral Dral BspHI 

3588 GATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGG^ 
: \j^^> 6 6 CGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATC 

•^8^44 GTAATC TGC TGCTTGC AAAC AAAAAAAC CAC CGCTAC CAGCGGTGGTTTGTTTGC CGGATCAAGAGCTAC C AACTCTT 
3822 TTTC CGAAGGTAACTGGCTTC AGCAGAGCGC AGATAC CAAATACTGTC CTTCTAGTGTAGC CGTAGTTAGGC CAC CAC 

AlwNI 

3900 TTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC^TACCTCGCTCTGCTAATCCTC 

ColE1 2000 ApaLl 

3978 TCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAG 

4056 ACACAGC C CAGCTTGGAGCGAACGACCTACAC C GAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGC CAC 

4134 CCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAA 

4212 GGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTC 

4290 GGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTT^ 

4368 ATGTTCTTTCCTGC GTTATCC C CTGATTCTC C GTATTAC CGC CTTTGAGTGAGCTGATAC CGCTCGC CGC 

Earl 

4446 AGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAA 

Asel BspMI 
4524 CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGGTATCA^ 



Fig . 1 (Fortsetzung) 
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